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Zusammenfassung: Die Aktivität der Sialyltransferase im Serum wurde durch einen radiochemischen Assay mit
desialyliertem Fetuin als Akzeptor bestimmt. Die Präzision dieser Methode erwies sich als gering. Es wurden außer-
dem die Lagerungsfähigkeit sowie die Abhängigkeit der Enzymaktivität von Temperatur, pH-Wert und einigen Effek-
toren untersucht. Die Existenz von mindestens 5 pH-Optima der Sialyltransferase ist als Hinweis auf multiple Formen
dieses Enzyms im Serum anzusehen.
Analysis of Sialyltransferase activity in human serum
Summary: The activity of Sialyltransferase in human serum was determined by a radiochemical assay with desialylized
fetuin as acceptor. The precision of this method proved to be low. The effect of storage, temperature, concentration of
hydrogen ions and other substances was investigated. As at least 5 pH-optima were found, multiple forms of Sialyltrans-
ferase may well exist in serum.
Einleitung
Ganzinger et al. (1) empfehlen die Bestimmung der
Serumsialyltransferase (EC 2.4.99.1) als neue Kenngröße
in der Tumordiagnostik und -verlaufskontrolle. Bisher
liegen über Grundlagen der Aktivitätsbestimmung der
Sialyltransferase im menschlichen Serum nur sporadische
Ergebnisse vor.
Die vorliegende Arbeit schildert Unsere Erfahrungen über
den Einfluß von Lagerung, pH-Wert, Temperatur und ei-
nigen Effektoren auf die Aktivitätsbestimmung der Sialyl-
transferase im menschlichen Serum, sowie übet die Präzi-
sion der Bestimmungsmethodte. Die Einschätzung des
Wertes dieser Enzymaktivitätsbestimmung für die
Malignomdiagnostik wird anhand von Literaturängaben
diskutiert.
Material und Methoden
CMP-[ 14C]N-Acetylneuraminsäure wurde von Aiiiersham
Buchler, Braunsphwejg, bezogen (spez. Akt. 10 GBq'/mmol).
Fetuin (Sigma München) wurde l Stunde in 0,05 mol/1
H2SO4-Lösuiig bei 80 °C hydrolysiert. Freie Neuraminsäure
und Asialofetuin wurden durch Dowex l X 8-Ionenau stau scher
(Serva, Heidelberg) getrennt. Das Asialofetuin wurde gefrier-
getrocknet und bei Bedarf als l mmol/1 Lösung verwandt.
Alle übrigen Substanzen stammten von E. Merck, Darmstadt.
Die Untersuchung der Sialyltransferase im Serum erfolgte nie
später als 4 Stunden nach Blutentnahme. Nach Entnahme und
Gerinnung wurde das Blut 10 Minuten bei 3000£ zentrifugiert.
Für die Versuche wurde z. T. Poolserum, z. T. Serum von ein-
zelnen Personen benutzt. Das Serum enthielt keine Zusätze.
Die Messung der Sialyltransferase-Aktivität erfolgte in einem
radiochemischen Assay mit desialyliertem Fetuin als Akzeptor.
Der Inkubationsansatz enthielt — wenn nicht anders beschrie-
ben — in einem Gesamtvolumen von 210 :0,1 Asialofetuin;
5,0 Trismaleat (pH-Wert 7,3), 0,48 nmol CMP-[14C]N-
Acetylneuraminsäure sowie 100 Serum. Die Reaktion
wurde nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 37 °C mit
2,3 HgCii gestoppt. Die weitere Aufarbeitung des Ansatzes
erfolgte nach der Methode von Bauer et al. (2).
Ergebnisse
Präzision der Bestimmungsmethode
Öie Präzision der Enzymaktivitätsmessung wurde von
uns als Präzision in der Serie und als Präzision von Tag
zu Tag bestimmt. Wie Tabelle l zeigt, beträgt der Varia-
tionskoeffizient in der Serie 13,8% bzw. 24%, der Varia-
tionskoeffizient von Tag zu Tag 28%.
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Tab. 1. Pr zision der SiaJyltransferaseaktivit tsmessung.
Mehrfachbestimmung der
Sialyltransferaseaktivit t aus
einem Serum, Messung in
einer Serie (Imp/min X ml
Ansatzvolumen)
Sialyltransferaseaktivit ten eines
Serum, an verschiedenen Tagen
gemessen (Imp/min X ml
Ansatzvolumen)
X =
s =
VK =
12420
9720
10940
16400
14830
9390
8680
10460
11499
2711
23,6%
9150
11200
10540
12550
χ = 10678
s = 1479
V K = 13,85%
12420
10460
7880
6990
12900
8150
9490
4740
6940
7970
χ = 8624
s = 2382
VK = 27,6%
12320
8950
7800
12070
7640
15030
χ = 10596
s = 3121
VK = 27,9%
Linearit t der Bestimmungsmethode
W hrend eines Beobachtungszeitraumes von 40 min
besteht eine lineare Beziehung zwischen Substratumsatz
und Inkubationszeit. Auch die Substratumsatzgeschwin-
digkeit der Sialyltransferase ist in dem gepr ften Bereich
von 20 μΐ bis 100 μΐ Serum pro Inkubationsansatz der
Enzymkonzentration direkt proportional.
pH-Optimum und Temperaturoptimum der Sialyltrans-
feraseaktivit t
Die Abh ngigkeit der Sialyltransferaseaktivit t im Blut-
serum von der Wasserstoffionenkonzentration des Test-
ansatzes wurde innerhalb eines pH-Bereichs von pH 5,1
bis pH 8,6 untersucht. Auff lligerweise gibt es kein ein-
heitliches pH-Optimum, sondern mindestens f nf unter-
schiedliche pH-Optima. Die in Abbildung l dargestellte
Beziehung zwischen Enzymaktivit t und pH-Wert wurde
von uns mehrfach reproduziert.
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Abb. 1. Abh ngigkeit der Sialyltransferaseaktivit t im Blutserum
von der Wasserstoffionenkonzentration im Testansatz.
Die Aktivit tsbestimmung erfolgte im Vierfachansatz.
Bis zu einer Temperatur von 39 °C nimmt die Substrat-
umsatzgesch windigkeit mit steigender Inkubation s-
temperatur zu, bei noch h heren Temperaturen tritt
eine Verminderung der Substratumsatzgeschwindigkeit
auf.
Einflu verschiedener Stoffe auf die Sialyltransferase-
aktivit t
Magnesium in einer Konzentration von 2 bis 5 μπιοί/
Ansatz steigert die Enzymaktivit t um 30 bzw. 50%.
Zusatz von 10 μπιοί Calcium oder 10 μιηοΐ Mangan zum
Ansatz vermindert die Enzymaktivit t auf 30 bzw. 60%
des Koiitrollwertes.
In Gegenwart von 5 μπιοί/Ansatz Kupfer-, Zink- oder
Quecksilberionen wird die Enzymaktivit t nahezu voll-
st ndig gehemmt. 5 μπιοί/Ansatz Bleiionen haben da-
gegen keinen Einflu auf die Enzymaktivit t. Da die
Sialyltransferaseaktivit t von einigen Autoren nur im
Blutplasma bestimmt wird, gingen wir der Frage nach,
welchen Einflu gerinnungshemmende Substa'^en
auf die Enzymaktivit t haben.
Von den von uns untersuchten Antikoagulatien (Heparin,
EDTA und Citrat) besitzt besonders das Heparin einen
starken Hemmeffekt auf die Sialyltransferaseaktivit t.
In Anwesenheit von 2, 7,5 und 15 Heparin-Einheiten/
Ansatz wird das Enzym bis auf eine Restaktivit t von
etwa 20% gehemmt. Der Zusatz von 0,4 μτηοΙ/Ansatz
EDTA oder 5 μπιοί/Ansatz Citrat f hrt zu einer Vermin-
derung der Sialyltransferaseaktivit t auf 60% der Aus-
gangsaktivit t.
ATP in Konzentrationen von 0,05,0,075 bzw. 0,15
μπιοί/Ansatz hemmt die Sialyltransferaseaktivit t 60,
70 bzw. 80%. Bei Zusatz des nicht-ionischen Detergens
Triton X 100 (l, 3,5 g/l Ansatz) oder Dithiothreitol
(0,025,0,05,0,1 μπιοΙ/Ansatz) ndert sich die Sialyl-
transferaseaktivit t nicht.
Stabilit t der Sialyltransferaseaktivit t im Blutserum
2-t gige Lagerung des Blutserums bei Raumtemperatur
bzw. 84-t gige Lagerung bei K hlschranktemperatur
oder bei - 40 °C haben keinen Einflu auf die Sialyl-
transferaseaktivit t. Lagerung des Serums bei + 37 °C
vermindert die Enzymaktivit t nach 24 Stunden auf 50%
und nach 48 Stunden auf 20% der Ausgangsaktivit t
Diskussion
Die erforderliche direkte Proportionalit t zwischen Sub-
stratumsatzgeschwindigkeit und Enzymkonzentration
ist unter den hier angewandten Testbedingungen ge-
w hrleistet und entspricht den Angaben in der Literatur
f r hnliche Testsysteme unter Verwendung verschiedener
Substrate und Testbedingungen (3,4,5,6).''
J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 18,1980 / No. 5
Wilhelm, Berge und Schrie wer: Aktivitätsbestirnmung der Sialyltransferase 273
Wegen der möglichen Freisetzung von Sialyltransferase
aus Thrombocyten verwenden einige Autoren Plasma als
Probe, wobei jedoch die Wahl des Antikoagulans kritisch
wird (6,7, 8). Wegen des Hemmeffektes aller von uns
getesteten Antikoagulantien entschieden wir uns für
Serum als Probenmaterial.
Die Untersuchung des Einflusses verschiedener Sub-
stanzen auf die Enzymaktivität, die außer der aktivie-
renden Wirkung von Mg2+ eine deutliche Hemmung
durch alle sonstigen getesteten Kationen zeigt, ergab
mit diesbezüglichen Angaben in der Literatur für mensch-
liche Sialyltransferase übereinstimmende Resultate (9).
Die aus dem Lagerungsversuch resultierende hohe Stabi-
lität der Sialyltransferase (siehe auch I.e. (10) und Lc.
(11)) bei 22 °C, 4 °C und - 40 °C erleichtert das Arbeiten
mit dem Enzym wesentlich und verringert die Möglich-
keit von Lagerungsartefakten. Die graphische Darstellung
der Enzymaktivität in Abhängigkeit vom pH-Wert zeigt
einen weiten, flachen Verlauf im Bereich von pH 5,1
bis 8,6 mit mehreren Maxima, das höchste bei pH 6,0.
Dieser Verlauf, der mehrfach reproduziert werden
konnte, ist ein Hinweis auf die Existenz multipler
Formen der Sialyltransferase im Serum. Weitere Hin-
weise auf multiple Formen sind bei Liu et al. (12, 13),
Alhadeffet al. (9), Kessel et al. (7) und in der Serie von
Carlson et al. (3,4) sowie Bartholomew et al. (5) beschrie-
ben.
Als wichtiger nachteiliger Befund erscheint uns die nied-
rige Präzision der Methode, besonders im Zusammen-
hang mit den geringen Aktivitätsunterschieden zwischen
Tumorkranken und Gesunden. Selbst bei dem großen
Aufwand von 8 Parallelansätzen, wie bei Ganzinger
et al. (1) beschrieben, ergibt sich bei nur etwa 30%
der Tumorkranken eine Erhöhung der Sialyltransferase
im Serum über den Normalbereich von ± 3 S.D., und
diese liegen zum überwiegenden Teil innerhalb des
l ,5fachen der oberen Normalbereichsgrenze von 3 S.D.
Umfassende Angaben über die Sensitivität und Spezifi-
tät der Sialyltransferase im Serum sind uns für maligne
Krankheiten noch nicht bekannt. Aus einzelnen Literatur-
angaben über eine Erhöhung des Enzyms nach partieller
Hepatektomie (14), bei verschiedenen Leberkrankheiten
(l 1) im Serum von Polyarthritispatienten (6) und ange-
sichts der weiten Verbreitung von Sialyltransferasen in
zahlreichen Geweben (3) läßt sich kaum eine hohe Spezi-
fität der Gesamt-Sialyltransferase im Serum für maligne
Prozesse und ihre Anwendung als Tumormarker erhoffen.
Die Sensivität ist aufgrund von Beobachtung erniedrigter
Sialyltransferasewerte in Hepatomzellen gegenüber
gesunden Kontrollzellen (2) ebenfalls nicht sehr hoch
zu erwarten, was auch aus den Daten der Patientenserie
von Ganzinger et al. (1) entnommen werden kann.
Wegen der mäßigen Präzision im Zusammenhang mit der
niedrig zu veranschlagenden Sensitivität und Spezifität
der Bestimmung der Gesamt-Sialyltransferaseaktivität im
Serum halten wir zum jetzigen Zeitpunkt eine Einführung
des Tests in die Routinediagnostik der malignen Tu-
moren für nicht angebracht. Zur vollständigen Beur-
teilung des diagnostischen Wertes der Bestimmung der
Sialyltransferase im Serum wird eine vielseitige klini-
sche Studie mit Angabe der Sensitivität und Spezifität
des Testes für maligne Krankheiten erforderlich sein.
Eine lohnende Möglichkeit, die Spezifität und Sensi-
tivität des Testes zu verbessern, sehen wir in der weite-
ren Bearbeitung des Gebietes der multiplen Formen
der Sialyltransferasen.
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